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Ribonucleoside zählen zu den minoren Milchinhaltsstoffen, die mit etwa 0,1 
Gewichtsprozenten in der Kuhmilch vorliegen. Neben den Ribonucleosiden ge-
hören auch Ribonucleotide und Vitamine sowie eine Vielzahl noch unbekannter 
organischer Substanzen zu diesen Minorkomponenten [1]. Ribonucleoside ge-
langen als Stoffwechselprodukte des zellulären Ribonucleinsäuren- und Ribo-
nucleotidstoffwechsels in die Milch [2]. Strukturell betrachtet sind Ribonucleo-
side Purin- und Pyrimidinverbindungen, die N-glykosidisch an β-D-Ribofura-
nose gebunden sind [3]. Ribonucleotide sind ortho-Phosphorsäurester von Ribo-
nucleosiden. 
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Abb. 1:  Struktur von Ribonucleosiden am Beispiel Adenosin (Purin-Ribo-

nucleosid) und Uridin (Pyrimidin-Ribonucleosid).  
 
Die Ribonucleosid-Bestimmung in Milch und Milchprodukten erfolgt mit Hilfe 
der Zwei-Säulen-HPLC-Technik: Das angewendete Analysensystem besteht aus 
zwei voneinander unabhängigen chromatographischen Untereinheiten, die durch 
ein automatisches Hochdruck-6-Wege-Ventil miteinander verbunden bzw. von-
einander getrennt werden können. Hierbei werden die Ribonucleoside in einer 
mit chemisch modifiziertem Aminophenylboronsäure-Gel gefüllten Vorsäule 
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kovalent aus der entsprechenden Matrix gebunden. Beim Transferschritt werden 
die Milchribonucleoside in die analytische Säule eluiert und hier an einer Um-
kehrphase (RP-18-Phase) aufgetrennt. Die Detektion erfolgt mit einem Dioden-
array-Detektor bei einer Messwellenlänge von 260 nm [4]. Bei Anwendung ei-
nes automatischen Probengebers („auto-sampler“) ist ein 24 stdg. Betrieb mög-
lich. Bei üblichen Ribonucleosidbestimmungen wird ein Standard verwendet, 
der folgende Ribonucleoside enthält: Cytidin (Cyd), Uridin (Urd), Guanosin 
(Guo), Inosin (Ino), Adenosin (Ado), 1-Methyladenosin (m1Ado), N6-
Carbamoylthreonyladenosin (t6Ado), N6-Methyladenosin (m6Ado), N6-Dime-
thyladenosin (m6,2Ado).   
Das im MRI etablierte Analysenverfahren wurde in der Vergangenheit für die 
Ribonucleosid-Bestimmung in Milch und Milchprodukten sowie anderen biolo-
gischen Matrices angewendet. So wurde in wärmebehandelten Milchproben 
Ribonucleosid-Gehaltsveränderungen bestimmt und die prozentualen Ge-
haltsveränderungen der einzelnen Ribonucleoside z. B. in thermisierten bzw. 
dauererhitzten Milchproben berechnet: Die größten Gehaltsveränderungen 
gegenüber der eingesetzten Rohmilch wurden, mit Ausnahme von Urd, in den 
unter Bedingungen der Dauererhitzung hergestellten Proben beobachtet [5]. Im 
Temperaturbereich der Kurzzeiterhitzung wurden im direkten Vergleich 
wesentlich geringere Gehaltsveränderungen bestimmt als bei 62°C 
Prozesstemperatur [5]. Die beobachteten Gehaltsveränderungen sind durch 
Enzym-katalysierte Reaktionen erklärbar, so z. B. durch die Adenosin-
Desaminase (ADA, EC 3.5.4.4), die spezifisch Ado oxidativ zu Ino desaminiert. 
Im Institut wurde daher ein Verfahren zur ADA-Aktivitätsbestimmung in Milch 
entwickelt, bei dem durch Quantifizierung des enzymatischen Produkts Ino die 
Enzymaktivität direkt bestimmt wird. Im Rahmen der Aktivitätsbestimmungen 
in wärmebehandelten Milchproben konnte gezeigt werden, dass ADA ein 
geeigneter Hitzeindikator zur Unterscheidung von kurzzeit- und hocherhitzter 
Milch ist [6-9]. Eine weitere Anwendungsmöglichkeit der Ribonucleosid-
Analytik zur Beschreibung der Wärmebehandlung von Milch ist die 
thermisch-induzierte Bildung von N6-Methyladenosin (m6Ado): Die m6Ado-
Bildung ist ein geeigneter chemischer Indikator zur Beschreibung der 
Wärmebelastung von Milchproben des oberen Hocherhitzungsbereiches bis zum 
praxisrelevanten Sterilbereich ist [5, 10].  
Neben dem Einfluss der Temperatur ist auch der Einfluss des Parameters Druck 
von Interesse: So konnten Ribonucleosid-Gehaltsveränderungen bei der 
Hochdruck-Behandlung von Milch bestimmt werden, so wurden z. B. in  
Rohmilch bei Cyd, Urd und abgeschwächt auch bei Guo und Ado hochdruckbe-
dingte Gehaltszunahmen beobachtet. Bei Ino hingegen wurden in den 
Normaldruckproben höhere Konzentrationen gefunden als in den Hochdruck-
behandelten Proben. Die beobachteten hochdruckbedingten Ribonucleosid-
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Freisetzungen konnten weitestgehend durch die Aktivität der Alkalischen 
Phosphatase erklärt werden [11, 12]. 
Ein weiteres Beispiel für die praktische Anwendung von Ribonuceosiden in 
Milch ist die Buttersortenzuordnung: In den Buttersorten Süßrahm, mild ge-
säuert und Sauerrahm liegen unterschiedliche Gehalte an Ado und Urd, aber 
auch an Milch- und Citronensäure vor. Mit Hilfe der genannten Analyten be-
rechnet man Buttersortenindices, mit denen eine Buttersortenbestimmung mög-
lich ist [13]. Einfacher geht es mit Hilfe eines trainierten neuronalen Netzwerks, 
bei dem die Parameter Citronensäure-Konzentration und pH des Butterplasmas 
für eine Zuordnung ausreichen. Nur im Grenzbereich zwischen Sauerrahm und 
mild gesäuerter Butter kann die Eingabe von Ado- und Urd-Gehalten notwendig 
sein [14]. 
In einem MRI-internen Projekt wurde das beschriebene Ribonucleosid-Analy-
sensystem auch für Fisch- und Fleischproben angewendet: Hierbei wurden u. 
a. Forellen untersucht. Das Ribonucleosid Ino lag in den untersuchten Proben 
mit Abstand mit der höchsten Konzentration vor (ca. 60 bis 160 mg/100 g). Bei 
den untersuchten Fleischproben (Schweinebacke) konnten auch nur unmodifi-
zierte Ribonucleoside nachgewiesen werden. Auch hier liegt das Ino in der 
höchsten Konzentration vor (rd. 57 mg/100 g) vor. Im Projekt wurde gezeigt, 
dass in Fisch und Fleisch um etwa 2 Zehnerpotenzen höhere Gehalte an frei ver-
fügbaren Ribonucleosiden vorliegen als in Kuhrohmilch [15].  
Bei den Untersuchungen von Rohmilchproben von Kuh, Schaf, Ziege und 
Kamel wurden prinzipiell Sammelmilchproben (Morgen- und Abendgemelk) 
ohne kolostrale Proben untersucht. Die Proben wurden von der Versuchsstation 
Schaedtbek des MRI (Kuh, Rasse: Holstein Schwarz-Bunt), vom Institut für 
Ökologischen Landbau des Thünen-Instituts, Trenthorst (Schaf, Rasse: Ostfrie-
sisches Milchschaf; Ziege, Rasse: Bunte deutsche Edelziege) sowie von der 
Dubai Camel Dairy Farm (Kamel, Rasse: Camelus dromedarius) erhalten [16].   
In Kuhrohsammelmilch konnten die Ribonucleoside Cyd, Urd, Ino, Guo und 
Ado sowie die modifizierten Ribonucleoside m1Ado und t6Ado in unterschied-
lichen Konzentrationen bestimmt werden, wobei Urd mit rd. 14,7 µmol/l in der 
höchsten Konzentration und m1Ado mit 0,4 µmol/l in der geringsten Konzen-
tration vorlag (Tab. 1 ) [16, 17].  
Die Untersuchung von Schaf- und Ziegenmilchproben wurde aus organisatori-
schen Gründen im Rahmen zweier zeitlich unabhängiger Studien (1. und 2. Stu-
die, siehe Tab. 2 und 3) durchgeführt. In Schafmilch konnten im Vergleich zur 
Kuhmilch wesentlich höhere Gehalte an freien Ribonucleosiden nachgewiesen 
werden. Auch in Schafmilch wurden die modifizierten Ribonucleoside m1Ado 
und t6Ado bestimmt. Zwischen der 1. und 2. Studie sind bei den einzelnen Ri-
bonucleosiden geringfügige Unterschiede erkennbar [16] [Tab. 2]. Auch in Zie-
genmilch wurden neben den unmodifizierten auch die modifizierten Ribonuc-
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leoside m1Ado und t6Ado nachgewiesen. Im Vergleich zur Kuhmilch liegen 
auch in Ziegenmilch wesentlich größere Ribonucleosid-Gehalte vor (Tab. 3) 
[16].  
 
 
Tab. 1: Ribonucleosid-Gehalte [µmol/l] in Kuhmilch (Rohsammelmilch über die 
gesamte Laktationsperiode mit Ausnahme der ersten 3 Wochen post partum). 
[µmol/l] Cyd Urd m1Ado Ino Guo Ado m6Ado t6Ado m6,2Ado 

Mittelwert 2.44 14.69 0.40 0.97 0.82 1.36 n. d.a 0.71 n.d. 

Min – max 
(n= 12) 

0.53-
10.76 

3.63-
68.22 

0.17-
1.58 

0.01-
3.25 

0.10-
2.22 

0.06-
3.93 

- 0.40-
3.40 

- 

VC [%]b 32 32 20 44 39 49 - 19 - 

a: n. d. : Nicht detektierbar.  
b: Variationskoeffizient zur Beschreibung der biologischen Schwankung. 
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Tab. 2: Ribonucleosid-Gehalte [µmol/l] in Schafmilch (Sammelmilch, ohne 
Kolostralmilch). 
[µmol/l] Cyd Urd m1Ado Ino Guo Ado m6Ado t6Ado m6,2Ado 

1. Studie                   

Mittelwert 
± s.d. 

6.74 
0.46 

67.78 
0.84 

1.37 
0.06 

41.21 
0.27 

2.06 
0.02 

8.77 
0.09 

0.02a 
< 0.01 

0.72 
0.02 

n. d.b 

Min – max 
(n = 8) 

3.73-
10.25 

47.58-
127.84 

0.76-
1.89 

25.19-
58.26 

1.00-
3.64 

3.54-
18.99 

0.00-
0.11 

0.41-
1.07 

- 

VC [%]c 38 43 29 29 36 57 - 26 - 

2. Studie                   

Mittelwert 
± s.d. 

4.93 
0.21 

60.41 
0.26 

2.32 
0.14 

34.41 
0.18 

2.07 
0.08 

7.05 
0.07 

n. d. 0.75 
0.03 

n. d. 

Min – max 
(n = 10) 

2.87-
7.92 

40.53-
85.04 

1.52-
3.83 

22.22-
65.07 

1.16-
2.90 

1.70-
10.77 

- 0.56-
0.93 

- 

VC [%] 37 22 37 36 28 44 - 19 - 

a: m6Ado wurde nur in 3 Proben nachgewiesen.  
b: n.d.: Nicht detektierbar.  
c: Variationskoeffizient zur Beschreibung der biologischen Schwankung. 
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Tab. 3: Ribonucleosid-Gehalte [µmol/l] in Ziegenmilch (Sammelmilch, ohne 
Kolostralmilch). 
[µmol/l] Cyd Urd m1Ado Ino Guo Ado m6Ado t6Ado m6,2Ado 

1. Studie                   

Mittelwert 
± s.d. 

8.83 
0.45 

76.27 
0.59 

0.90 
0.05 

60.64 
0.34 

2.89 
0.01 

2.40 
0.04 

n. d.a 0.59 
0.01 

n.d. 

Min – max 
(n = 11) 

3.89-
21.68 

35.96-
114.03 

0.60-
1.21 

35.84-
84.88 

1.99-
3.61 

1.81-
3.80 

- 0.34-
0.75 

- 

VC [%]b 57 33 17 26 17 24 - 19 - 

2. Studie                   

Mittelwert 
± s.d. 

6.31 
0.11 

77.57 
0.18 

1.39 
0.09 

56.05 
0.22 

3.11 
0.09 

3.70 
0.07 

n. d. 0.54 
0.03 

n. d. 

Min – max 
(n = 10) 

4.56-
10.24 

58.02-
92.96 

0.58-
2.55 

35.00-
72.70 

1.54-
3.87 

1.77-
8.92 

- 0.45-
0.67 

- 

VC [%] 26 16 42 22 21 56 - 16   

a: n.d.: Nicht detektierbar.  
b: Variationskoeffizient zur Beschreibung der biologischen Schwankung. 
 
 
Tab. 4: Ribonucleosid-Gehalte [µmol/l] in Kamelmilch (Sammelmilch, ohne 
Kolostralmilch). 
[µmol/l] Cyd Urd m1Ado Ino Guo Ado m6Ado t6Ado m6,2Ado 

Mittelwert 
± s.d. 

2.93 
0.09 

10.50 
0.19 

0.09 
<0.01 

9.30 
0.13 

2.65 
0.04 

0.15 
0.01 

n. d.a 0.24 
0.01 

n.d. 

Min – max 
(n= 12) 

2.08-
4.58 

7.83-
14.92 

0.08-
0.11 

7.85-
10.23 

2.21-
3.37 

0.09-
0.22 

- 0.21-
0.26 

- 

VC [%]b 16 21 8 6 11 26 - 6 - 

a: n.d.: Nicht detektierbar.  
b: Variationskoeffizient zur Beschreibung der biologischen Schwankung. 
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In Kamelmilch wurden geringere Konzentrationen an Ribonucleosiden nachge-
wiesen als in Schaf- und Ziegenmilch [Tab. 4]. So fällt auf, dass die bestimmten 
Gehalte an Cyd und Urd sich in der gleichen Größenordnung befinden wie die in 
Kuhmilch bestimmten Gehalte. Auch in Kamelmilch wurden die modifizierten 
Ribonucleoside m1Ado und t6Ado nachgewiesen, hier jedoch in geringeren 
Konzentrationen als in Kuhmilch [16]. 
Prinzipiell haben die Ribonucleosidbestimmungen ergeben, dass im Vergleich 
zur Kuhmilch a) in den untersuchten Schaf- und Ziegenmilchproben wesentlich 
höhere Gehalte an unmodifizierten Ribonucleosiden gefunden wurden, insbe-
sondere bei Ino, Cyd und Urd; und b) wurden in den untersuchten Kamelmilch-
proben höhere Ino- und Guo-Gehalte, bei Ado jedoch geringere Gehalte be-
stimmt. 
Um nun die Unterschiede der Ribonucleosid-Konzentrationen und –Muster der 
Rohmilch von Kuh, Schaf, Ziege und Kamel darzustellen, wurden Konzentrati-
onsverhältnisse aus den Mittelwerten (siehe Tabellen 1-4) berechnet mit dem  
Ziel, art-spezifische Gehaltsmuster aufzuzeigen: So konnte man z. B. bei 
CIno/CAdo und CGuo/CAdo  tierart-spezifische Unterschiede erkennen: CIno/CAdo: 
0,71 (Kuh); 4,70 und 4,88 (Schaf, 1. und 2. Studie); 25,27 und 15,15 (Ziege, 1. 
und 2. Studie); 62,00 (Kamel); CGuo/CAdo: 0,60 (Kuh); 0,23 und 0,29 (Schaf, 1. 
und 2. Studie); 1,20 und 0,84 (Ziege, 1. und 2. Studie);  17,67 (Kamel) [16]. 
Abschließend bleibt festzuhalten, dass die tierart-spezifischen Ribonucleosid-
Gehaltsmuster von Kuh-, Schaf-, Ziegen- und Kamelmilch insbesondere anhand 
der unmodifizierten Ribonucleoide deutlich erkennbar sind. Eine Unterschei-
dung von Rohmilchproben dieser vier Tierarten ist daher durch Ribonucleosid-
Gehaltsbestimmungen und der Berechnung von Konzentrationsverhältnissen 
möglich, wie auch statistische Auswertungen bestätigt haben [16]. 
Um den möglichen Einfluss einer Milchwärmebehandlung auf die Ribonucleo-
sid-Gehalte in Milchproben zu untersuchen, wurden Rohmilchproben der ge-
nannten vier Tierarten einer Kurzzeiterhitzung unterworfen. Nach einer Kurz-
zeiterhitzung wurden in den Milchproben von Kuh, Schaf, Ziege und Kamel nur 
relativ geringe Gehaltsveränderungen bestimmt [16]. Dieses Ergebnis deckt sich 
mit den Ergebnissen aus früheren umfangreichen Wärmebehandlungsversuchen 
von Kuhmilch [5]. Um weitere Informationen zu erhalten, sollten in Zukunft 
auch andere Temperatur-Zeit-Bereiche der Milcherhitzung bei der Rohmilch 
von Schaf, Ziege und Kamel durchgeführt werden, um einen detaillierteren Ver-
gleich zur Kuhmilch durchführen zu können. Ein weiterer Aspekt ist die Herstel-
lung von Trockenprodukten durch Sprühtrocknung: Hierbei sollte der Einfluss 
einer Sprühtrocknung auf Ribonucleosid- und Ribonucleotid-Gehalte in den ge-
nannten Milchproben untersucht werden, um wichtige Informationen für die 
Produktion und Zusammensetzung von maßgeschneiderten Pulverprodukten, 
wie z. B. Säuglingsnahrungsmittel, zu erhalten. Hier besteht noch Forschungs-

153



bedarf, zumal gemäß der Richtlinie 2013/46/EU [18] die Anwendung von Zie-
genmilch als Proteinquelle bei der Herstellung von Säuglingsnahrungsmitteln 
erlaubt ist.  
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